




























emerging  risks  in  foods produced and  commercialized  in Galicia  (northwest Spain)  in order  to 
propose prevention plans and mitigation strategies. In  this work, RISEGAL applied a systematic 
approach for the identification of emerging food safety risks potentially affecting bivalve shellfish. 
First,  a  comprehensive  review  of  scientific  databases was  carried  out  to  identify  hazards most 






value  chain  by  the majority  of  the  experts  consulted  (75%).  Finally,  in  a  preliminary way,  an 










(Art.  34 Reg.  178/2002)  established  the  emerging  risk  identification  (ERI)  in  food  and  feed  as  a 





The Galician  Food  Safety  Emerging  Risks Network  (RISEGAL) was  born  in  2018 with  the 
mission of contributing to the identification of food safety emerging hazards and their driving factors 
in foods produced or commercialized in Galicia. 
Galicia  is  a  small  region  located  in  the northwest  corner of  the  Iberian Peninsula. The  food 
industry is one of the main economic sectors of the region. In fact, Galicia leads in seafood production 
and processing in the EU, and local industries constitute half of the national industry of the sector [2]. 





Therefore,  a  continuous  sanitary  control,  at both production  and  retail  levels,  as well  as  several 
regulation actions, is established in order to minimize the risks of disease transmission [5]. 
Emerging  risks  in  food  safety  are  promoted  by  socioeconomic  and  environmental  driving 
factors,  such  as  consumption  habits, migration,  increasing  ageing,  and  climate  change.  Climate 
change is a recognized challenge to food safety. Changes in temperature, humidity, rainfall patterns, 
and  increases  in  weather  events  affect  all  productive  systems.  These  impacts  will  affect  the 
persistence and occurrence of germs and toxin production microorganisms (like algae and fungi) and 














A  short  (six  questions)  online  inquiry was  designed  by  using  the  free  software  Typeform 
(platform provided by Typeform SL, (the platform accessible though the www.typeform.com domain 
name  (the “site”)  is provided by TYPEFORM SL, Barcelona, Spain. The  inquiry was addressed  to 
public health  inspectors,  consumers,  and  stakeholders  of  the  food  industry,  and  responses were 
automatically collected by the program in an optional anonymous manner. 
  





of  concepts”  in  different  “searching  groups”  in  nonscientific  online  sources  previously  defined 





the keywords  included  in Table S4  (supplementary materials). Articles obtained  from  the general 
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Table 1. Number of sampling points (*) considered in the exploratory study. 
Month  Site 1  Site 2  Site 3 
  Ría de Arousa  Ría de Vigo  Ría de Pontevedra 
May  **     
June  **  *  * 
July  **  *  * 
** two sample points. 
2.5.2. Determination of Vibrio parahaemolyticus and Vibrio vulnificus. 
Vibrio  parahaemolyticus  and  Vibrio  vulnificus  were  detected  following  the  ISO  21872‐1:2017 
method. Mussels were washed, scrubbed, and opened aseptically. Flesh and intravalvar fluids were 
collected and homogenized for 120 s in a sterile bag using a Stomacher (IUL, S.A., Barcelona, Spain). 
Enrichment was carried out  in  two subsequent steps. First, 25 g of  the homogenized sample was 

















widespread  distribution  of  resistance  against  this  antibiotic  [10].  Enrichment  of  the  culture was 
carried out by incubation at 25 °C for 20 h. In a second phase, a volume of 200 μL of the enriched 
culture was streaked on modified Trytone Soy Agar (TSA) plates and incubated for 72 h at 30 °C. 



















centrifuged  at 1000× g  for  5 min,  recovering  the  supernatant. Viral RNA was  extracted  from  the 


















to  drain  for  24  h  to  remove  as much water  as  possible. Once  drained,  the  entire  sample was 
homogenized with a chopper or similar. One gram of homogenized sample was taken in a 15 mL 
polypropylene  tube  in duplicate,  and  100  μL of  a  20%  trichloroacetic  acid  solution  and  5 mL of 
Ethylenediaminetetraacetic  acid  EDTA–McIlvaine  buffer  solution  at  pH  4  (Na2HPO4.2H2O,  citric 
acid, and EDTA) were added, mixed in vortex, and placed in an ultrasonic bath for 20 min. Samples 













The  analysis  of  the  presence  of  the  different  antibiotics was  performed  by  high‐efficiency 
chromatography (Agilent 1260 Infinity, Agilent Technologies, California, EEUUUSA) coupled with a 
triple quadrupole mass spectrometer (AB Sciex 3500, AlcobendasSpain). The injection volume was 





















resulting  from  the  use  of  veratridine  and  ouabain.  The  assay  enables  the  semiquantitation  of 
tetrodotoxin TTX based on the percentage of living cells remaining. 


























and preliminary evaluation of emerging hazards.  It was adopted  from  the official emerging risks 
identification  (ERI) procedure  initially defined by EFSA  [1] and  further modified by  including an 








A short online  inquiry  (six questions) was designed  in order  to gather  information related to 
which  emerging  issues/problems  could  be  identified  by  different  actors  associated  with  the 












Q.5.  Could  you  identify  the  step  of  the  value  chain  most  affected  by  the  problem? 
Production/transformation/distribution. 
Q.6.  To  which  sector  do  you  belong?  Food  industry  worker/sanitary  inspector  or 
researcher/citizen. 





Veterinary  inspectors,  researchers,  and  professionals  of  health  surveillance  answered 
theaccounted for 56% of the responses. Workers associated with the sector of food industry provided 




possible  emerging  food  safety  problems  in  bivalve mollusks  (70%; Q1),  and  54%  of  them were 
associated with mussels (Q3). Some of the most frequently reported emergent problems were related 
to the presence of HEV in mussels, norovirus in oysters, increase of Vibrio spp. in clams or mussels, 

















A  comparison  between  the  outputs  rendered  by  the  three  search  strategies  used  for  data 











the  experts,  the majority  of  biological  origin  (8  out  of  11). Changes  in  consumption  habits  and 
environmental factors were the driving factors more frequently identified by the experts. 
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Table 3. List of prioritized emerging hazards by the experts of RISEGAL. 

























































































Outputs were gathered, grouped  in  two  intervals  (0–2  and  3–5), and  analyzed by using  the 
relative  frequency  of  responses  (Figure  3). By  consensus, RISEGAL defined  that  those  emerging 
issues scored by 75% of the experts in the interval 3–5 with respect to imminence, scale, and severity 




















pathogen  in Europe,  the exception  is Galicia, where several outbreaks of V. parahaemolyticus have 
been described since 1990 [18]. Moreover, a long‐term previous study evidenced that climate change 
is  influencing  the  occurrence  of  Vibrio  infections  in  the  world  [29].  The  importance  of  V. 
parahaemolyticus as an emerging hazard becomes even higher when considering that some authors 
attribute the biosynthesis of TTX to Vibrio [30]. 
HEV  belongs  to  the  family Hepeviridae within  the  genus Orthopevirus, which  includes  five 
genotypes that infect humans (HEV 1, 2, 3, 4, and 7) [31]. Of these, genotypes 1 and 2 are prevalent 
in developing countries in Asia, Africa, and Central America. These genotypes are mainly restricted 
to humans  and  are  transmitted  by  consumption  of  fecal‐contaminated water  in  areas with poor 
sanitation [32]. On the other hand, genotypes 3 and 4, found in industrialized countries, are confirmed 
as the major cause of zoonotic HEV, with pigs and wild boards as the main reservoirs [31]. HEV is 

























Production Zone  May  June  July 
Site 1  1.09 × 103  15  n.d. 





vehicle  for  these agents has been well established, namely,  for hepatitis A virus and noroviruses 
[33,36]. For HEV, the role of shellfish as vehicle of transmission has recently been considered by the 














Table  5. Culturable  heterotrophic  bacteria  (CHB;  log CFU/g)  and  ciprofloxacin‐resistant  bacteria 
(CRB; CFU/g) present in mussels from different production zones of Galicia. 
ORIGIN  Site 1  Site 2  Site 3 















*  *  6.74 (0.40)  500 
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*: not sampled; n.d.: not detected. Standard deviations are  indicated  in parenthesis.Four CRB 
strains,  representative of distinct  colony morphologies, were  further  characterized  for  taxonomic 
identification and presence of selected antibiotic resistance determinants (aac (6′)‐Ib, blaTEM, bla CTX‐




Production Zone  May  June  July 
























Vagococcus fluvialis  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐ 
Pediococcus pentosaceus  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐ 
Aeromonas rivipollensis  +  ‐  +  +  +  + 
Escherichia coli  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐ 
These results are in agreement with previous works, in which A. rivipollensis was first isolated 
from  biofilm  and  sediment  samples  of  the Ter River  in  the  framework  of  an  antibiotic‐resistant 
bacteria  study  [45] and  further described as a new  species of Aeromonas  autochthonous  in aquatic 
environments [46]. Also, A. rivipollensis and E. coli revealed the presence of the gene intI1, which has 
been considered a good proxy for pollution [12]. It should be taken into account that this is a very 





climate  change.  This  work  constitutes  an  example  of  an  initial  approach  to  emerging  hazard 
identification in the bivalve shellfish value chain, which was selected for its socioeconomic impact in 
Galicia. Although further exploratory studies will be carried out in future research, the present results 





research  should  be  directed  towards  the  risk  assessment  of  identified  hazards  too.  RISEGAL’s 
mission will proceed  to  focus also on other value  food chains  in order  to  identify new emerging 
hazards that could compromise food safety in our region. 





S5: MRM  conditions  (DP:  declustering  potential;  CE:  collision  energy),  Table  S6: HILIC  chromatographic 
conditions  for  TTX  analysis,  Table  S7: MS/MS  conditions  (MRM mode)  for  the  analysis  of  TTX  and  TTX 
analogues, Table S8: iFunnel and Jet Stream ion source conditions for TTX analysis, Table S9: Metrics rendered 
by the online inquiry, Table S10: Form used by the prioritization of emerging hazards. 
Author  Contributions:  Conceptualization,  M.L.C.  and  J.R.H.;  methodology,  M.B.C.,  J.G.F.,  and  J.A.S.; 
investigation, M.L.C., J.R.H., J.L.R., J.S.‐G., C.M.M., A.G.M., S.P.d.H., and A.P.O.; formal analysis, M.L.C., J.R.H., 
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